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マ ク ロ ライ ド系抗生物質であ る パ フ イ ロ マ イ シ ン Al は液胞型 プ ロ ト ン ポ ン プ の 特異的阻害剤で , 種 々 の 培養細胞の 増
殖をナ ノ モ ル レ ベ ル で濃度依存性 に抑制す る . 本研究で は, パ フ イ ロ マ イ シ ン Alの 大腸噛培養細胞 に対す る増殖抑制効果と
そ の 機序に つ い て , p53変異株である 6種類の 大腸将培養細胞株を用い て検討 し た. M T T アッ セ イ法 によ る 増殖抑制 の 検討で
は , 72時間培養で のICs(,値 は い づ れ も5nM か ら2 5nM と極 め て感受性が高か っ た . 次に6種類の 大腸癌培養細胞件の 中 でも
パ フ イ ロ マ イ シ ン A. に対す る感受性 の 高か っ た B T･29 を用 い て , ア ポ ト ー シ ス の 関与お よ び そ の 経時的推移 に つ い て検討 し
た. 細胞膜表面の 微絨毛の減少お よ び プ レブ 形成, 細胞 膜表面 へ の ホ ス フ 7 チ ジ ル セ リ ン 基の 表出は パ フ イ ロ マ イ シ ン Al処
理 後24時間目 か ら , 細胞 の 縮小 お よ び 核ク ロ マ チ ン の 凝集 や分断化は処理後48時間目か ら 観察さ れ た, アポ ト
ー シス 関連蛋
白 の 程時的推移 で は, パ フ イ ロ マ イ シ ン Al処理 で p53蛋白の 発現は増強せず, ま た, p21W 蛋白の 発現も終始誘導 され なか っ
た . ア ポ ト ー シス 抑制因子である Bcl.2, Bcl⊥XL蛋白の 発現程度に は変化が み ら れ ず, アポ ト
ー シス 促進因子である Bax 蛋白は
発現 しな か っ た . カ ス バ ー ゼ 蛋白分解酵素で は カ ス バ
ー ゼ3, カス バ
ー ゼ9 は処理後48時間目か ら
■
活性体が観察 され た が , カ
ス バ ー ゼ6, カ ス バ
ー ゼ7の 活性体は認め ら れ な か っ た . カ ス バ ー ゼ 10蛋白 の 発現もみ ら れ なか っ た ･ 加えて , こ の
一 連の ア
ポ ト ー シス の 誘導 は イ ミ ダゾ ー ル 投 与 に よ っ て抑 制さ れな か っ た . こ れ らの 成績は , バ ブ イ ロ マ イ シ ン Al処理 に よ る ヒ ト大
腸癌培養細胞株 H T 29 での アポ ト ー シス は , p53蛋白や 細胞周期 と は無関係で , カ ス バ
ー ゼ9 お よ び カス バ ー ゼ 3を介 し た ミ
ト コ ン ドリ ア 依 存性経路 であ る こ と を示唆 し た.
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は, ミ ト コ ン ドリ ア に存在す る F吋pe の プ ロ ト ン ポ ン プや 胃の
壁細胞 に存在す るPヤ pe の プ ロ ト ン ポ ン プに次ぐ第三 の プ ロ ト
ンポ ン プ (Ⅴ 切)e)と して 最近発見さ れ た もの で ある. iE骨相胞
で は ライ ソ ゾ ー ム や エ ン ド ゾ ー ム な ど の 細胞内膜系 に存在する
こ と が 知 ら れ て お り1ト=-), ま た, こ の プ ロ ト ン ポ ン プ が 膵癌を
含むい く つ か の 癌細胞 に過剰党規 し て い る こ と が報告 され てい
る4) 5】
.
5わ匂 わ 叩 Ce5gγfぶβ〝5か ら分維さ れ た マ ク ロ ラ イ ド系抗生物質
である パ フ イ ロ マ イ シ ン Al (bamo mycin A.) は, 液胞 型プ ロ ト
ン ポ ン プ の 特 異的阻害剤で種 々 の 培 養細胞の 増殖をナ ノ モ ル レ
ベ ル で 濃度依存性 に抑制す る
-い 9)
. し か も, 正 常細胞 と癌細胞
と で は パ フ イ ロ マ イ シ ン Alに対す る感受性 に差があ る こ と が報
告9】さ れ , こ の 感受性 の 差は 癌治療 の 標的 になりう る と考えら
れ る. パ フ イ ロ マ イ シ ン Alの 固形癌 に対する抗脛瘍効果 に つ い
ての 検討 は , 膵癌 で の 報告 が み られ る にすぎず
川
, また , パ フ
イ ロ マ イ シ ン Alの 抗腫瘍効果は ア ポ ト ー シス の 関連 が示唆さ れ
て い るも の の Il 卜 13), その 詳細 な磯序 に つ い て は解明さ れ てい な
い
. そ こ で本研究 で は, 固形癌 の 中で も膵癌 と同様 にp53遺伝
子異′凱 抗癌剤 へ の 抵抗性 を有 し, ア ポ ト ー シ ス に陥りにく い
と さ れ て い る6種類 の 大腸癌培養細胞株 を川い て , パ フ イ ロ マ
イ シ ン Alの ア ポ ト
ー シ ス を介 した増殖抑制効果お よ び ア ポ ト ー
シ ス 実行過程 で の 形態学的変化ヤ ア ポ ト
ー シ ス 関連分子 の 関与
に つ い て検討 し た.
対象お よ び方法
JI. ヒ ト大腸癌培養細胞株
分化度の 異な る6種類の ヒ ト大腸癌培養細胞株(HT29, 高分
化型腺病 ; D L D-1, 申分 化型腺痛 ;S W-480, 申分化型腺病 ;
S W-62 0, 申分 化型腺癌 ; CaR-1, 低 分 化型腺癌 ; C O L O-
3 20 D M, 未分 化痛) を Am e ric a nType Cultu r eColle ctio n
(Ro ckville, U S A) より購 入 し て佗用 した . 細胞 は10 %非働化
牛胎児血清(fetal bo vin e s e r u m, Cell Cultu re Labo rato rie s,
Cle aveland, U S A) と0.3 g/1 グル タ ミ ン (日水製薬, 東京), 1 0
万 単位/lペ ニ シ リ ン ･ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 混 合液 (Gibc o,
Gr a nd Isla nd, U S A)を含むR P M I培地(日水製薬) を用 い ,
平成12年1月19日受付, 平成12年3月 8日受理
A b br eviatio n s: D M S O, dim ethylsulfo xide ; FIT C, flu or e s c ein is othio cyan ate ;IC50, the c on c e ntr atio n of
baAlo mycin Al r equired for 50 % inhibition ofcellviability; MT r, 3
-(4,5-dim etYlthiaz oIp2yl)-2,5-diphe nyltetrazoliu m
bromide ; PI, prOPidiu miodide;PS, phosphatidylserin e
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37℃, 5 % C O2の 条件下 で維持 した . な お , こ れ ら6種類の 細
胞株 は全 て p53変異株で , な か で も廿T 29 は抗癌剤 に対す る感




パ フ イ ロ マ イ シ ン Al は和光純薬 工業株式会社 (大阪) より購
入 した . パ フ イ ロ マ イ シ ン Alは , まずジ メ チ ル サ ル フ ォ キ シ ド
(dim ethylsulfo xide, D M S O) (和光純薬工業株式会社)で溶解 し,
そ の 後 , 滅菌蒸留水を用い て 10 0〃M に調整 し冷凍保存 した ･
使用時 に は D M S Oの 最 終濃度が1 % 以 下 となる よ うに 細胞培養
液で希釈 した .
Ⅱ . 大腸 癌培養細胞様 に お け る液胞型プロ ト ン ポ ン プ蛋白
の発現
ヒ ト大腸癌培養細胞 にお け る液胞塑プ ロ ト ン ポ ン プ 蛋白の 細
胞内局在 を見 る た め に, 免疫細胞化学的染色をお こ な っ た . 実
際 に は , 各細胞株 の 細胞を1× 10
t;個/ml に調整 し, サ イ トス ピ
ン Ⅱ (Shando nSo uthe rnProdu cts Ltd. , C he shire, U K) を用い
て ス ラ イ ドガ ラ ス 上 に細胞 を散布し, 95 %エ タ ノ ー ル で 固定 し
た . P B S にて 洗浄後 , 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を阻害す るた め
に 0.3 %過酸化水素水 (和光純薬工業株式会社)加 メ タ ノ ー ル に
浸 し , 非 特異的結合を抑制す る た め に , 室 温で 30分間正常 ヒ
ツ ジ血 清(Dakopatts, Cope nhage n, De n m ark) と 反応 させ た ･
そ し て , ヒ ト液胞塑プロ ト ン ポ ン プ の 116 k Da s ubu nitに対す
る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 (O S W 2)
1 5)を0.3 %ウ シ血清 ア ル ブ ミ ン
添加P B S に て1000倍希釈 し, 4℃ に て 一 晩反応 させ た . P B S に
て洗浄後 , ビオ テ ン 標識抗 ウサ ギ イ ム ノ ダ ロ ブリ ン ･ ヤ ギ抗 体
(Dakopatts) と室温で 2時間反応 さ せ , さ ら に べ ル オ キ シ ダ
ー
ゼ標 識ス ト レ プ トア ピ ジ ン (str eptavidin) のakopatts) を加え室
温下 に30分反応 させ た . 最後 に ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ン ー4塩酸 (3.3
'
-
dia minobe n zidin etetr ahydr o chlori de) (Dakopatts) と 反応 させ ,
茶色 に可 染する免疫反応物質の 有無で評価 した .
Ⅳ . 大腸癌培養細胞株 の増殖能 に及ぼすパ フ イ ロ マ イ シ ン
Alの 影響
3- (4,5- ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ル ー2イ ル)-2,5 ジフ ェ ニ ル テ トラ ゾ リ
ウ ム ブ ロ マ イ ド [ 3. (4,5-dir n etylth ia z ol-2yl) -2,5-
diphe nyltetr a z oliu m bro mide, M T T] ア ツ セ イ法
1 6)1 7)に よ り評
価 した . すなわ ち, 5× 10
4個/ml に調整 し た細胞浮遊液200/∠1
を96穴マ イク ロ プ レ ー ト (岩城, 千葉) の 各穴 に加え, 37℃,
5 % C O2の 条件 下 で24時間培養 した 後, 培 養液を各濃度 に調整
した パ フ イ ロ マ イ シ ン Alを含 む培養液 に交換 し, さ ら に37℃,
5 % C O2の 条件 下 で24, 48, 72時 間, パ フ イ ロ マ イ シ ン Al と接
触 させ た. 接触終了後 , 0.1 M P B S で洗浄 し, M T Tア ッ セ イ 反
応液(4m g/ml) (Sigm a, St. Lo uis, U S A)10FLl, コ ハ ク酸 ナ ト
リ ウム 10〃lを各穴 に加え3時間反応 さ せ た ■ 反応 終了後, 各
穴 に D M S O 150FLlを加え, 540n mで の 吸光度 O D54 Oを 測定 し
た . O I)5 .｡億 は 自 動吸光計 (E A R 34 0 A T, S L T, Vie n n a,
Au stria) で 測定 した . 測定値 は3回の 実験 の 平均 お よ び 標準偏
差を と っ た . パ フ イ ロ マ イ シ ン Al非処理群 に村する パ フ イ ロ マ
イシ ンAl処理群 の 吸光度 の 割合, す な わち対照群 に対す る処理
群 の 生細胞 の 割 合を求 め , こ れ を 腫瘍細胞生存率 (% of
c o ntrol) と した. ま た , 腫瘍瀾胞生存率 より50% 増殖阻害過度
(co n c entr atio n of baBlo mycin Al requiredfo r50 % inhibitio n of
cellvi めili軌 IC5J値を求め , 薬剤感受性 の 指標 とした ･
また , 正 常細胞 で液胞型プロ トン ポ ン プ蛋白を多く発現 して
い る肝細胞を用 い て , その 細胞活性度(C ellviabili吋) に及ぼす
パ フ イ ロ マ イ シ ン A-の 影響 に つ い て も検索 し た . なお 正 常肝細
胞 は , 胆嚢癌手術 の 際 に, 合併切除さ れ た 肝床部 の 非癌部組織
を患者 の 同意を得 て使用 した .
Ⅴ . パ フ イ ロ マ イ シ ンAl に よ る 大腸癌培養細胞株 の ア ポ ト
ー シ ス 誘導
パ フ イ ロ マ イ シ ン Al の 増殖抑制効果 が ア ポ ト
ー シス に起因す
るか 否か に つ い て , H
′
ト29細胞 を用 い て検討 した .
1 . 細 胞 膜 表 面 へ の フ ォ ス フ ァ チ デ ル セ リ ン
bho sphatidyls erin e) 基の 表出か ら み た ア ポ ト ー シス
ア ポ ト ー シ ス の 初期 に は, 細胞膜表面 に フ ォ ス フ ァ チ デ ル セ
リ ン bhosphatidyls e rin e, PS)基が 表出 し, こ の P S基 と アネキ
シ ン Ⅴ (an n exin V) が特異的 に結合する
1 8卜 20)
. そこ で , バ ブ イ
ロ マ イ シ ン Al処理 後 の PS基表出 の 経時的推移を フ ル オ レ ッ セ
ン ･ イ ソ テ オ シア ン 酸 印u o re s c einis othio cyanate , FIT C) 標識
アネキ シ ン Ⅴ を用 い て フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー で 評価 した
21 卜 24)
こ の 際, 細胞膜透過性 の 完進の 有無を同時 に評価する目的で ヨ
ウ化 プ ロ ビ ジ ウ ム bropidiu miodide, PI) 染色もお こ な っ た .
具体 的に は , 培 養細胞を24時間 シ ャ ー レ 内で 培養 し接着 させ
た後 , 各濃 度 に調整 した パ フ イ ロ マ イ シ ン Alを 含む 培養盲酎こ
払 48, 72, 96時間接触 さ せ た . 接触 後, 培養液中の 浮遊細胞
を含め て全細胞を回収 し, 1× 10
6
個/ml に調整 した . 調整細胞
浮遊液200 〃l に アネキ シ ン Ⅴ 結合解析用 ヘ ペ ス 綬衝液(20m M
H E P E S, 140m M 塩化 ナ ト リ ウ ム , 5 m M 塩 化 カリ ウム , 1 mM
塩 化 マ グ ネ シ ウム , 2.5 m M 塩化 カル シウ ム , 1.2 m M 燐酸二水
素 カリ ウ ム , 0.5 % ウ シ血清 ア ル ブ ミ ン)8 00〃1 を加え, FIT C
標識アネキ シ ン Ⅴ (Be nde rM edsystem , Vie n n a, Au stria) を最
終希釈1: 10 00 で添加 し た . 室 温で 遮光 し1 0分間反応 させ ,
100〃g/ml PI 2〃1 を加えた ･ 反応終了後, フ ロ
ー サ イ ト メ ー タ
ー (Cytro nA bs olute , Or也o Diagn o sticSyste m s, 束 京)で PS表
出お よ び , PI染色の 割合 を解析 した . 評価 は布上 の 報告
2 5)に従
い
, PS表出陰性 か つ PI染色陰性群, PS表出陽性 か つ PI染色陰
性群 , PS表 出陽性 か つ PI染色陽性群 , PS表 出陰性 か つ PI染色
陽性群の 4群 に分け, P S表出陰性か つ PI染色陰性群を生細胞,
PS表出陽性 か つ PI染色陰性群を早期 アポ ト ー シ ス 細胞, P S表
出陽性 か つ PI染色陽性群を晩期 ア ポ ト ー シス 馴包と し, P S表
出陽性 の 占め る 割合 を算出 し た . なお , D M S Oの 最終濃度が
1 % 以下 と な るよ う に調整 し, か つ , パ フ イ ロ マ イ シ ン Al を添
加 しな い 細胞培養液内で培養 し た細胞を陰性対照群と して 使用
した.
2 . 核 D N A における sub G｡/Gl分画 の 出現 か ら み た ア ポ ト p
シ ス
培養細胞 を24時間シ ャ ー レ内で 培養 し接着 させ た 後, 各濃
度に 調整 した パ フ イ ロ マ イ シ ン Alを含む 培養液 に24, 48, 72,
9 6時間接触 させ た . 接触後 , 培 養液中の 浮遊細胞と E D T A添加
0.25 %トリ プシ ン (Gibc o) にて 剥離 し た接着細胞を含め て 全細
胞 を遠心回収 し た . そ の 後, P B Sに て洗浄 し, 0.5 % Tw e e n20
P B S lOOFLlを加え, 70 %冷 エ タ ノ
ー ル 2ml にて固定 した ･ 固定
後 , 0.5% Tw e e n20 P B S 3ml に て 2回洗浄 し, 10 0iL g/ml
R Na s eA lO〃1と 100FLg/ml PI を1ml加え, 37℃ で遮光 し20分
間反応 させ た . 反応終了後 , E PI C S P R O FIL Eフ ロ ー サ イ ト メ
ー タ ー 研ow cyto m eteD (Co ulte rCo rpor atio n, M ia mi, U S A)を
用い て DN A含有量 を測定 し, 特 に sub G｡/Gl phas eの 占め る割
合 に つ い て 解析 した
26)27】
. なお , D M S Oの 最終膿度が 1 %以下
となる よ う に調整 し, か つ , パ フ イ ロ マ イ シ ン A.を添加 しない
大腸癌に対す る パ フ イ ロ マ イ シ ン Al の 増殖抑制
細胞培養液内で培養した細胞を陰性対照群 と して 使用 した ･
3 . 形態学的観察か ら み た アポ ト
ー シ ス
形態学的変化の 経時的推移 は, 電子顕微鏡 レベ ル で検討 し た･
具体的に は , 培養細胞を24時間 シ ャ
ー レ 内で 培養し接着 させ
た後, 各 濃度 に調整した パ フ イ ロ マ イ シ ン Alを含 む培養液 に
24, 48, 72, 96時 間接触 させ た ･ 接触後, 培養液中の浮遊細
胞とED
′
m 添加0.25% トリ プ シン (Gibco) に て剥離 した 接着細
胞を含め て 回収の後 , 4 %パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド
･ 2 %グ ル タ
ルア ル デ ヒ ド/カ コ ジ ル 横衝液(pB 7.4) に て前固定 した . 1%
オス ミ ウ ム 酸/カ コ ジル 横衝液 bH 7,4)に て 後固定を行 っ た 後,
ゼラチ ン カ プセ ル に包渡 して 切片を作成 し, 酢酸 ウ ラ ニ ルと 鉛
により電子染色を施し, 通過型電子顕微鏡 H-70 (日 立, 東京)
を用い て お こな っ た .
Ⅶ . ア ポ ト ー シ ス の 実行過程 に関する検討
1 . ア ポ ト
ー シ ス 実行に 関与す る関連分子群
アポ ト
ー シス の 誘導 に重要な役割 を果たす こ とで 知 られ て い
るp53 な ら び にp21
W nn 蛋白2咽 の 発現の 推移 に つ い て は, パ フ イ
ロマ イシ ン Al処理後の 痛細胞か ら程時的に蛋白を抽出 し, ウ エ
スタ ン ブ ロ ツ ティ ン グ法で 評価 した. ま た , ア ポ ト ー シ ス 実行
過程にお ける カ ス バ ー ゼ カ ス ケ ー ドの 関与をみ る た め , 非活性
型カ ス バ ー ゼ と 活性型 カ ス バ ー ゼ の 両 方を同時に認識 でき る抗
ヒ トカ ス バ ー ゼ 抗体(抗 カ ス バ ー ゼ3, 6, 7, 9, 10抗体) を用
い て, ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法で 評価 した . さ ら に, Bcl-2,
Bcl,X Lお よ び Baxな どの Bcl-2フ ァ ミ
T) 一 貫白 の 発現 に つ い て も
同様 に検討 した . 具体 的 には , HT･29細胞 を10 0m m シャ
ー レ
上で24時間培養 した1乳 25nM に調整 した パ フ イ ロ マ イ シ ン Al
を含む培養液 を加 えて 24, 48, 7 2, 96時間接触 させ た . 細胞
はセ ル ス ク レイ パ ー を用い て 剥離 し, 上 清液 を含 め て遠心回収
した. 超音波破砕後, 一 部 を用 い て プ ロ テ イ ン ア ツ セイ キ ッ ト
(Bio-Rad h bo rato rie s, Richm o nd, U SA) で 蛋白定量 した . 総
蛋白量 と して 2 0/Lg をS D S- P A G E後 , ポ リ 削 ヒビ ニ リ デ ン
(polyvinylide n ediflu oride)膜Im m obilo n-P(M illipo r e, Bed ford,
USA) に転写 した . 転写後, 0.4 %ス キ ム ミ ル ク , 0.05 % TⅣe en
20を含む トリ ス 塩酸緩衝液Crris-buffe red salin e, T B S) 中で1
時間ブ ロ ッ キ ン グ し, 一 次抗体 と4 ℃, 24時 間反応 させ た . 洗
浄液(0.04 %ス キ ム ミル ク , 0.05 % Tw e en20を含 む T B S)を用
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い て3回洗浄 した 後, 二 次抗体と室温で 1時間反応 させ た . 抗
原抗体反応終了後, 洗浄液を用い て3回洗浄 し, E C L ウエ ス タ
ン プ ロ ッ トキ ッ トを用い て 発光 させ , Ⅹ線フ イ ル ム に感光させ
た . 一 次抗体 は, マ ウ ス 抗 ヒ トp53抗体 (D A K O, Glo
′
strup,
De n m a rk), マ ウ ス 抗 ヒ トp21抗体(Pha r minge n, Sa nDiego,
U S A), マ ウ ス 抗 ヒ トBcl-2抗体 (Sa nta Cr u zBiote chn ology,
In c. , Sa nta Cr u z, U S A), ウ サ ギ抗 ヒ ト BcトⅩL抗 体 (Sa nta
CruZ), ウサ ギ抗 ヒ トBax抗体(Sa nta Cru Z), ウサ ギ抗 ヒ トカス
ペ ー ス 3抗体 (P ha r minge n), マ ウ ス 抗 ヒ トカ ス ペ
ー ス 6抗体
(Phar mingen), マ ウ ス 抗 ヒ トカ ス ペ
ー ス 7抗体 (Phar minge n),
ウサ ギ抗 ヒ トカ ス ペ ー ス 9抗体(Pha minge n), ウサ ギ 抗 ヒ トカ
ス ペ ー ス 10抗体(Pba minge n)を使用 した . 二 次抗体は ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ標識 ヤ ギ抗 マ ウスIgG抗体, ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ標識
ヤ ギ抗 ウサ ギIgG抗体, ペ ル オキ シ ダ ー ゼ 標識 ウ サ ギ 抗 ヤ ギ
IgG抗体(C he mic o nIntern atio nal In c. , Tem e c ula, U S A) を使用
した.
2 . ア ポト ー シ ス 誘導 にお ける細胞質内低pH関与 の 検討
細胞質内の 低pH が酸性 エ ン ドヌ ク レア ー ゼ (D Nase Ⅱ)を直
接活性化 して 核の 分断化を惹起 して ア ポ ト ー シ ス を誘導する こ
と が 知ら れ て い る 抑 . しか も , 通常 パ フ イ ロ マ イ シ ン Al処理 で
培養細胞の 細胞質内pH が若干低下する こ と も知 られ て い る
31)
･
そ こ で , パ フ イ ロ マ イ シ ン A. によ る アポ ト
ー シ ス 誘導 に細胞質
内低pH が関与 して い る か 否 か を知 る目的で , イ ミ ダ ゾ
ー ル
(imidaz ole) (和光純薬工業株式会社) 処理を行 い , M
′
IT アッ セ
イ法 に て細胞悟性度 を評価 した . 具体 的に は , 25IIM パ フ イ ロ
マ イ シ ン Al に1 m M 又 は10 m M イミ ダゾ ー ル を加 え , M T T ア
ッ セ イ 法をお こ なっ た . なお , 細胞膜 を容易 に通過する イ ミ ダ
ゾ ー ル は , 細胞質内を ア ル カリ 性に維持す る目的で使用さ れ る
薬剤32)で ある .
Ⅶ . 統計学的処理
測定値 は全て平均 ± 標準偏差で示 した . 2群間の 比較 には ま
ず F検定 に よ る等分散の 検定を行 い , 分散 が 等 し い 場 合に は
Stude nt の t検定 を, 等 しくな い 場合に は W elch の t検定を 剛■1,
危険率5 %未満 b < 0.05) をも っ て 統計学的に有意差ありと判
定 した.
Fig. 1. Light micros c opicim m u no staining for l16 k Da pr ote olipidofV
-A T Pa s ein Ir ト29cells (× 100)･ 伽 肝 29c ellsdisplayed
im m u n o re a ctivityforV 通T Pa seproteinin the cytoplas m. (B)Vehide
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Tim e afte rtre atm ent(hr)
Fig. 2. E 飴ctof baBlo mycin Al On Cellviability ofa colo re ctal
Ca n C e r Celllin e, H T 29. frT129c ells weretre ated for72 hr with
ba丘lo mycin Al ata C O n Centratio n a s血1lo w s:口, 1 nM; ▲, 5
nM; △ , 10nM; ●, 25nM; ○, 50nM . Points,the嘗 ± S Dof
triplic ate obs e rv atio nfro m thre e separ ate experim ents. I C5｡
V alu eofH T 29c elsdu 血g72 hr was5nM .
Tablel･ IC
5｡
V alu es ofc olo n c an Cer C ell l ins
Colo rectalc an cer




















No m a1 1iv er c ell
成 績
Ⅰ. 大腸 癌培養細胞様 に お け る免疫細胞化学的染色法 によ
る蛋白 レ ベ ル での 液胞型プロ ト ン ポ ン プの 発現
免疫反応物質は , 6種類全 て の 癌細胞 の 細胞質内で小 さくリ
ン グ状 に, 多くの 顆粒 の 内膜(e ndom e mbr an e) に 一 致 して認め
ら れ た . しか し, 細胞 膜 に は 免疫反応物質は み られ な か っ た
(周1 A) . 陰性対照群の癌細胞 に は, い づ れも免疫反応物質は
認め ら れなか っ た (図1 B).
Ⅰ ･ 大腸 癌培養細胞の増殖能 に対す るパ フ イ ロ マ イ シ ンAl
の影響
分化度の異な る6種類 の ヒ ト大腸癌培養細胞株の 増殖能に及




















Fig. 3. Dete ctio n ofa n n exin V binding c ellsin H T-29cels
tre ated with 25nM baLlomycin Al. (朗Vehicle･tr e atedcontroI
C ells. (B) H T-29 c ells 16 hr afte r25nM bafilo mycin Al
tre atm e nt. (C)H T 29cells24hr a血erthe tre atm e nt. (D)H T
29c ells 96 hr afte rthe tre atm e nt. Apoptotic c ellpopulation
incr e as ed fro m 2.0 % in the v ehicle tr e ated c o ntrolgro upto
8.6 % in the tre atm e ntgr o up 24 hr afte rthe tr e atm e nt. It
r e a ched 50.8 % in the tr e atm e ntgr o up 9 6 hr afte rthe
tr e atment.










1.5±0.5 % 2.6 ±0.8 % 10.3±7.7 %* 48.3±6.3 %*
1.5 ±0.5 % 1.9 ±1.0 % l.7±0.8 % 2.2 ±0.8 %
Thesedata are e xpre ssed asthe 官±SD ofthre edifftr ent e xpen m e ntS in triplicate, As teriskindic at es
Signinc ant difftre nc esbet w e enbaⅢo mycin Altre atedc e11s andv ehicletre ated co ntroIc ells(P< 0.01).
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活性度(c ellviability) を用い て 評価 した と こ ろ , 6種類全 ての 細
胞株で細胞活性度 は対照群 に比 べ 渡度依存性 に抑制さ れ た (図
2). 各大腸癌培養細胞株 の 72時間目で の IC5｡値 は , H T 2 9(高
分化型腺病) で 5 nM , D L D-1(申分化型腺癌)で 10 nM , S W-
480(申分化型腺病)で 20nM ,S W 620(申分化型腺痛)で20nM ,
CaR-1(低分化型腺痛) で 10nM , C O L Op320 D M(未分化痛) で
25nM で あ っ た (表1). 一 方, 正常肝細胞 の IC5｡借は200nM 以
上 で, 正 常肝細胞 と癌細胞 の 比較で は, 明 ら か に , パ フ イ ロ マ
イ シ ンAl に村す る感受性に差が み ら れ た .
､Ⅱ . パ フ イ ロ マ イ シ ン Al に よ る 大腸癌培養細胞株 の ア ポ ト
ー シス 誘導の 有無
1. 細胞膜表面 へ の PS基の 表出か ら み た ア ポ ト ー シ ス
H
′





















で の FITC標識 ア ネキ シ ン Ⅴ結合陽性細胞 の 割合 は , 25nM パ
フ イ ロ マ イ シ ン Al処理群で10.3 % で対照群の 1.7 % と比 べ 有意
(p < 0.01) に増加 して い た . また , 処 理 後96時間目 に は25nM
バ ブ イ ロ マ イ シ ン A.処理群で は約50 %の 細胞が FIT C標識 アネ
キ シ ン Ⅴ結合陽性であり (表2), しか も, そ れ らの 細胞が , 早
期 アポ ト ー シ ス 域を経て晩期 ア ポ ト ー シ ス 域 へ と移行 して い く
経過が観察さ れ た(図3).
2 . 核D N A に おけるs ub G｡/Gl分画の 出現か らみ た ア ポ ト ー
シス
バ ブ イ ロ マ イ シ ン Alで 処理 した H Tし29細胞 の 細胞周期の 分布
を経時的に フ ロ ー サ イ トメ ー タ ー を用い て観察した. 48時間日
で は, 核 の 分断化が起 こ っ て い る こ とを示す sub G.ノGl分画の
割合 が25nM パ フ イ ロ マ イ シ ン Al処理評 で2 9.8 %で 対 照群の
Relativ eD N Aco nte nt
Fig.4. E fEe ct of ba丘lo mycin Al O nthe c ellcycle distributio n of H T
｣29c ells. H T-29c ells w e retr e ated with 2 5nM bafilo mycin Al a S
indic ated, Stain ed with pr opidiu miodide, a ndtheir D N Ac o nte ntw as a nlyz ed byflo w cyto m etry. 仏)Vehicle-tr e ated co ntr oIc ells. (B)
H T129c ells 24 hr afte r25nM baBlo mycin A.. (C)H T129c ells48 hr afte rthetr eatm e nt. (D)H T129c ells96 hr af[erthetre atm ent. The
relativ e n u mbe r ofc ellsin the sub G｡/G. &a ctio nin c re a sed fr o ml.4 % in the vehicletr e ated co ntrolgr o upto 29.6 % in the tr eatm e nt
gr oup48 hr afterthe tr e atm enta nd it w as r e ached 86.1 % in thetr e atm e ntgroup 96 hr afterthe tr e atm e nt. T ne po sitio n ofsub GJGl
peak,integr ated by apoptotic c ells, W a S Obs e re v ed 96 hr afterthetreatm e nta nd isindic ated bya rr o w s･
Table 3. C hange ofpropo rtio ns ofsub G(ノGIPhasefollowing bafilo mycin Altreatm e nt(25nM)in HT 29
C ells
Tr eatm ent T im e(hr)





1.3 ±0.5% 2.9±0.4% 2 9.8±1.1%
* 80,4±5.0% *
1.3 士0,5% 1.0±0.9 % 1.4 ±0.8% 4.1±0.6 %
Thes edata ar e e xpress ed as the 富士S Dof threedifferent experim ents in triplicate･ Asteriskindic ates
signific antdifferen c esbetw e enbafilo mycin A-tre atedc e11s a ndvehicletreated c ontroIc ells(P<0･0 1).
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Fig. 5. M orphologic a n alysis ofapoptosisin H T129cellsbyele ctr o n mic ro s c opy･ 仏)A viAble H T 29c ellu ntr e ated with baBlo mycin Al･ 田
a nd C)Early stage s ofthe m o rphologic alchange S Wher e apopto sis w asindu c ed, Sho wing cytopla s mic bleb bing(a sindicatedbythe
a rro w s) anda de c r ea s e n u mber of mic rovi11i butabs e n c e ofchr o m atin c o nde n satio n24 hr after2 5nM baAlo mycin Altr e atm e nt･ (D)A
typic alapoptotic c ell, Sho wingn u cle ar chro m atin c o nde n satio n and 血
･
agm e ntatio n(asindic ated bythehead arr ow s),lo s s ofmicr ovi11iand
Cellsh rinkage.
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Tim e a触 rtre atm e nt(hr)
Fig. 6. Im m un Oblota nalysisfo rp53, p21,Bcl
-2, Bc比L and Bax
Pr Otein sin H T
-2 9c ells indic ated ho u r s afte r2 5n M
ba丘lo mycin Altre atm e nt. Expre s sio n ofp53protein w as n ot
in c r ea s ed a ndp2 1protein w as n otfo u nd. Bclq2 pr otein a nd
Bcl,X Lpr Oteinw a r e e xpre s s ed buttheirproteinlev els did not
Cha nge. Baxprotein w as n otexpre s sed.
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Fig.7. Im m u n oblot a n alysis for pr o c e s sing of c a spa s e3,
c a spas e7 a nd c a spa se9 in H l㌧29 cellsindic ated hr afte r25
nM ba lo mycin Altre atm e nt. Pro c a spas e3(32 k Da), C a SPa Se
3 cle a v age pr odu ct(17k Da), PrO C a?Pa S e9(46 k Da)and
c a spas e9clea vagepr odu ct(37 k Da)w e re obs e rv edafte r48hr
a洗e r25nM ba五lo mycin Altre atm e nt.




















Fig. 8. E鮎 cts of imida zole o nthe H
r
I129cellstre ated with 25
nM baBlo mycin Al･ 町 29cells w e retre ated
with baAlo mycin
Al a nd imida z ole at a con c e ntr atio n a sfollo
w s‥○･ 25nM
baAlo mycin Al;◎,2 5nM baBlo mycin A】 a ndl m M i mi da zole;
□, 25nM banlo mycin Al a nd lOm M imidazole･ Points,the
富 ± S Doftriplicate obs e rv atio nfro m thr e e s epa r ate
e xpe rim e nts･
1.4 % と比 べ 有 意(p< 0.0 1) に増加 して い た ･ 96時間目 に は ･
パ フ イ ロ マ イ シ ン Al処理群で は 80% 以 上の 細胞が sub Go/Gl分
画に存在 し, ア ポ ト ー シ ス ピ ー ク を形成 して い た (図4, 表3)･
3 . 形態学的観察か らみ た ア ポ ト
ー シ ス
電子顕微鏡に よ る観察で は, 未処 理 の H
′
r 29細胞 (図5A) に比
べ
, 25nM パ フ イ ロ マ イ シ ン Al処理 後24時間目 に は癌細胞股
上の 徴繊毛の 減少, プ レブ形成(m e mbra n eblebbing)を認め た
が , 細胞 内小器官 に大き な変化 は認 め ら れ な か っ た (図5 B,
5C). 48時 間目 に は細胞 の 縮小 , 癌 細胞膜上 の 微絨毛の 消失,
核ク ロ マ チ ン の 核膜周辺 へ の 凝集 と核 の 分断化な どア ポ ト
ー シ
ス に特徴的な所見を認め た(図5 D).
Ⅳ . ア ポ ト ー シ ス の 実行過程 に関する根討
1. ア ポ ト
ー シス 実行 に関与す る関連分子群
H T-29細胞を2 5nM パ フ イ ロ マ イ シ ン Alと 2 4, 48, 72, 96
時間接触 させ , ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法 に て ア ポ ト
ー シ ス
関連蛋白の 変化 を観察 し た. 変異型 p53蛋白 の 発毛馴ま, パ フ イ
ロ マ イ シ ン Al処理 に よ っ て増強 しなか っ た . p21
Wafl蛋白は誘導
され な か っ た . ア ポ ト ー シス 抑 制因子 である Bcl-2, Bcl-XLに 関
して はBcl-2, Bcl-ⅩL共 に発現 を認め たが , パ フ イ ロ マ イ シ ン Al
処理 に よ っ て, そ の 発現程度 は終始変化 しなか っ た ･ ア ポ ト
~
シス 促 進因子であ るBa x蛋白の 発現 は認 め な か っ た (図6)･ カ
ス ペ ー ス 3蛋白分解酵素, カ ス ペ ー ス 9蛋白分解酵素 は25nM
パ フ イ ロ マ イ シ ン Al処 理 後48時間目 に は , カ ス ペ
ー ス 3の 活
性体である 17 k Daの サ ブ ユ ニ ッ ト, カ ス ペ
ー ス 9の 活性体であ
る37 k Da の サ ブ ユ ニ ッ トが 観察 され た . カ ス ペ ー ス 6蛋白分解
酵素, カ ス ペ ｢ ス 7蛋白分解酵素は非活性型 は発現 して い たが ,
カ ス ペ ー ス 6の 活性体である 11 k Daの サ ブ ユ ニ ッ ト, カ ス ペ
ー
ス 7の 活性体 である17 k Da の サ ブ ユ ニ ッ トの 発現 は認め ら れな
か っ た (図7). カ ス ペ
ー ス 10蛋 白分解酵素 は発現をみ な か っ
た .
2 . ア ポ ト
ー シス 誘導 にお ける細胞内低 pH の 関与
10m M イミ ダゾ ー ル を加えて の M T T アツ セ イ法 で は , パ フ
ィ ロ マ イ シ ン Alに よ る アポ ト
ー シ ス の 誘導は抑制 さ れなか っ た
(図8). つ まり , パ フ イ ロ マ イ シ ンAlに よ る ア ポ ト
ー シ ス の 誘
導は細胞内低pH と は無関係 に実行 さ れ た.
考 察
最近, 荒川
10)は抗癌剤 に抵抗性を示す膵癌細胞 が液胞型 プ ロ
ト ン ポ ン プの 特異的阻害剤である パ フ イ ロ マ イ シ ン Al処理 に よ
り, 容易に ア ポ ト
ー シス に 陥 っ て そ の 増殖 が著明に抑制 され る
こ と を報告 した. こ れ まで にも, パ フ イ ロ マ イ シ ン A.が アポ ト
ー シス を介 して B リン パ 腫細胞株(W E HI 231細胞) の 培養 シ ャ
ー レ 内で の 増殖 を抑制 した と の 報告
13)は ある もの の , 一 般 に抗
癌剤 が効き にく い ヒ ト固形癌に対 して , バ ブ イ ロ マ イ シ ンAlが
生体内で効率良く癌細胞 の 増殖を抑制する こ とを明 らか に した
の は , 荒川の 報告
10)が 最初で ある. しか し, パ フ イ ロ マ イ シ ン
Alが どの よ うな横序で アポ ト
ー シ ス を誘導する か に つ い て は言
及さ れ て お らず , 未だ そ の 機序 に つ い て は 解明さ れ て い ない ･
そ こ で , 本研究 は固形痛の 中でも膵癌 と同様p53遺伝子異常を
有 し, 抗癌剤 に抵抗性を示 し, ア ポ ト
ー シ ス に陥りにく い と さ
れ て い る6種類の 大腸癌培養細胞株を用い て , パ フ イ ロ マ イ シ
ンAlの ア ポ ト
ー シス を介 した増殖抑制効果お よ び ア ポ ト
ー シス
実行過程で の 形態学的変化ヤ ア ポ ト
ー シス 関連分子 の 関与 に つ
い て詳細 に検討 し た.
まず最初 に, パ フ イ ロ マ イ シ ン Al によ る大腸癌培養細胞 の 増
殖抑制効果につ い て 考察する. 今回の 研 究に用い た分化度の 異
な る6種類の 大腸癌培養細胞株 は, 全て 液胞型プロ ト ン ポ ン プ
蛋白 を過剰 に発現 して おり , パ フ イ ロ マ イ シ ン Al に対 して は5
nM か ら25nM と , 極 め て低濃度 の IC5｡値 を示 し た ･ しか も,
種々 の ヒ ト固形癌細胞 の 中で もア ポ ト
ー シ ス 抵抗性の 強い 細月包
と して 知 ら れ て い る 甘T 29細胞が パ フ イ ロ マ イ シ ン A l に対 し
て 最も高い 感受性を示し た こ とが 注目 され る ･ こ れ ら の 成績 は･
p53遺伝子異常を多く認 め, 抗癌剤 に抵抗性 を示す ヒ ト固形痛
に対 し, パ フ イ ロ マ イ シ ン Alが 有効な治療薬 と なりうる こ と を
示 したもの と い える.
と こ ろ で , 今回実験 に用い た6種類の 大腸癌培養細胞株で の
液胞塑プ ロ ト ン ポ ン プ蛋白の 細胞内局在 を免疫細胞化学的染色
で検索 した と こ ろ , い ず れ の 細胞株も細胞質内 の 顆粒の 内膜
(e ndo m embr a n e) に
一 致 して 強く発現 して い たが , 細胞 掛 こは
発現 は認め られ な か っ た . つ まり , 大腸癌細胞質内 に は液胞型
プ ロ ト ン ポ ン プ蛋白を有す る多くの 酸性顆粒 が存在す る こ と を
示唆する所見と考え られ た ･ さ ら に, 今回電子顕微鏡 で観察し
た H T_29大腸癌細胞の 細胞質内 には ライ ソ ゾ
ー ム が そ れ ほ ど多
く観察 され なか っ た こ と を考えあわ せ る と , 癌細胞の 細胞質内
に見ら れ る酸性顆粒は ラ イ ソ ゾ
ー ム 以 外の 酸性顆粒である と考
えら れ た . 一 般 に, 正 常細胞で見 られ る主 な酸性顆粒は ラ イ ソ
ゾ ー ム で あり , 特 に肝細胞は ライ ソ ゾ
ー ム を 多く有 し, 細胞質
内で液胞型プ ロ ト ン ポ ン プ蛋白を多く発現する細胞 と して 知 ら
れ て い る. そ こ で , 本研究で は多くの ラ イ ソ ゾ ー ム を有す る肝
細胞 と, ライ ソ ゾ ー ム 以 外の 酸性顆粒 を多く有す る癌細胞と の
間で , パ フ イ ロ マ イ シ ン Al に対す る感受性 に差が見ら れ る か否
か を検索 した . そ の 結果 , M T r アツ セ イ 法 に よ る 評価で は癌
細胞の IC5｡値 (72時間) は5 nM か ら25nM であ っ た の に対 し正
常肝細胞 の IC5｡値 は20 0nM 以上 で , 明 らか に正 常肝細胞 と癌
細胞 と の 間に 感受性 の 差が認 め ら れ た . 荒jlt
tO)は ヌ ー ド マ ウ ス
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皮 下移植 ヒ ト膵痛 に対 して パ フ イ ロ マ イ シ ン Al の 抗腫瘍効果を
観察 し, パ フ イ ロ マ イ シ ン Al治療4週後に犠牲死 させ た ヌ ー ド
マ ウス の 肝, 膵お よ び 腎組織を病理組織学的 に検討 し, 対照群
と比較 し て病理組織学的に異常所見 がなく, ま た体重の 推移 に
も有意差 の なか っ た こ と を報告 して い るが , 今 回の 正常肝細胞
を用 い た培養 シ ャ ー レ 内で の 成績 は , 荒川
1 0)の 生体 内で の 成績
を支持す るもの で あ っ た . こ の よう に, パ フ イ ロ マ イ シ ン Al の
正常細胞 に及ぼす影響 は予想以上 に少なく , 従 っ て , 液胞型 プ
ロ ト ン ポ ン プ を過剰発現 して い る 固形癌に対 して は , 液胞型 プ
ロ ト ン ポ ン プを標的と し た新 しい 痛治療戦略が今後の 大きな課
題 になるもの と思 わ れる .
次 に, バ ブ イ ロ マ イ シ ン Al処理 に よ る癌細胞の 形態学的変化
な ら び に ア ポ ト ー シ ス 関連分子:～3卜 :1 8)の 発現 の 推移 に つ い て 考察
す る . 本研究 で 明か と な っ た の は , H T 29大腸癌細胞 が パ フ イ
ロ マ イシ ン Al処理24時間目で , 約10 %の 癌 細胞の 細胞膜表面
に PS基 の 表出が認 め ら れ, ま た , 電子顕微鏡 レ ベ ル で も桶細
胞膜表面 の 微絨毛の減少ヤ プ レブ 形成が観察さ れ る な ど, ア ポ
ト ー シ ス の 初期像 と され る所見が観察され た こ と で あ っ た . そ
して , 48時 間日に は癌細胞 の縮小や核ク ロ マ チ ン の 凝集な ど典
型的な ア ポ ト ー シス の 所見が 観察され た . なか で も, 細胞膜表
面の P S基の 表出や癌細胞膜表面の 徴絨毛 の減少や プ レ ブ形成
は , ア ポ ト
ー シ ス に だ け観察さ れ る特徴的 な所見で は ない が
38)
,
ア ポト ー シス に陥 る細胞 の 極め て 初期 に観察さ れ る所見 と して
認め られ て お り, 今 回の 成徳もこ れら の 成績 と
一 致 する もの で
あ っ た . さ ら に ア ポ ト ー シ ス 関連分子 の 発現程度 の経時的推移
を見 る と , 変異塑p53｢蛋白を有す る H T｣29細胞で は , p2 1
W aLl蛋
白 の 発現は パ フ イ ロ マ イ シ ン Al処理 によ り誘導されず, ア ポ ト
ー シ ス 促 進因子 の Ba x蛋白も発現 は認め ら れ なか っ た . また ,
ア ポ ト ー シス 抑 制分子 である Bcl-2 や Bcl-ⅩL蛋白も, 終 始発現
の 程度 に は変化が認め られ なか っ た . 以上より , パ フ イ ロ マ イ
シ ン Al に よ る ア ポ ト け シ ス 実行過程 に は, p53, p21
W afl
, Bax,
Bcl-2 お よ び Bcl-ⅩL蛋白の 関与が な い こ とが 判明 した . そ こ で ,
次 にア ポ ト ー シス の 実行 に 一 番深く関わ っ て い る と考えら て い
るカ ス バ ー ゼ 蛋白分解酵素 の 関与 に つ い て 検討 し た . ア ポ ト ー
シ ス 実行過程 にお ける カ ス バ ー ゼ 蛋白分解酵素 の 関与 に つ い て
は, これ まで はそ れ ぞ れの カ ス バ ∵ ゼ の 標 的で ある基質の 分解
産物を測定して , そ の 活性化 の 有無を評価 して い た 珊 . しか し,
ごく最近 カ ス バ ー ゼ の 非活性体 (非活性型 カ ス バ ー ゼ) と 活性
体 (活性型 カ ス バ ー ゼ) を同時 に認識で きる抗 ヒ ト カ ス バ ー ゼ
抗体 が 開発 さ れ , ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ ティ ン グ法 で 非活性型 カ ス
バ ー ゼが 活性型カ ス バ ー ゼ に変換さ れ て い く 過程を経略的に観
察できる よう に な っ た . し たが っ て , 本研 究で も非活性型 カ ス
バ ー ゼ と 活性型 カス バ ー ゼ の 両方を同時 に認識でき る抗体 を用
い て, ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ ティ ン グ法で 両蛋白分解酵素 の 発現程
度を評価した . そ の 結 果, H T-29大腸癌細胞で は, 検 索 した 5
種類 の 非活性型 カ ス バ ー ゼ3, 6, 7, 9, 10の うち , 非活性型
カ ス バ ー ゼ 10を除く4種類 の 非活性型 カ ス バ ー ゼ の 発 現が 認め
ら れ た . そ の う ち パ フ イ ロ マ イ シ ン Al処 理 に より4 8時間目か
ら は活性型 カス バ ー ゼ 9と活性型カ ス バ ー ゼ3の 出現 が確認で
きた . しか し, 非活 性型 カ ス バ ー ゼ 6, 7の 発現 は 認 め ら れ た
もの の , 活 性型 は認 め ら れなか っ た . カス バ
ー ゼ 9 は実行 カネ
パ ー ゼ (ex e c utio n c aspase) で ある活性型 カ ス バ
ー ゼ 3の 上 流 に
位置する開始 カ ス バ ー ゼ (initiato r c aspa s e) 針
40)で あ る こ と が
既 に明らか に さ れ て い る こと か ら, パ フ イ ロ マ イ シ ン A.処理 に
よ る ア ポ ト ー シ ス 実行経路 は ! 主に カ ス バ ー ゼ9 → カ ス バ ー ゼ
3一寸 核 D N Aの 分 断化お よ び細胞質の 萎縮に至 る ミ ト コ ン ドリ ア
依存性経路であ る こ とが 判明 した . しか も, こ れ ら非活性型カ
ス バ ー ゼ は い づ れ も24時間目 に はま だ 活性型 に変換 さ れ て い
な か っ た こ と より , 細胞 膜 に見 ら れ た 膜表面 の P S基の 表出や
細胞膜表面 の微繊毛の 減少ヤ プ レ ブ形成 は, い づ れ もカ ス バ ー
ゼ 9 より さ ら に上 流 の カ ス バ ー ゼ に よ っ て惹 起 され る形態学的
変化であ る こ と が推察 された .
最後 に パ フ イ ロ マ イ シ ン Al処 理 に よ る癌細胞質内低pⅢ に起
因する ア ポ ト ー シ ス 実行経路 の 可 能性 に つ い て 考察する . 最近,
エ トポ シ ド (etopo side)処理 で誘導 さ れ た H L60白血 病細胞 に見
られ る ア ポ ト ー シ ス に は , 癌 細胞質内pH の 低 下 (cyto s olic
acidi 鮎atio n) が 先行 して認 め られ た とす る 報告
41)42)が あ る. つ
まり, 癌細胞質内pH の 低 下 によ りpIi依存性 エ ン ドヌ ク レ ア
ー
ゼ bH-depe nde nt endo n u cle a s e, Dn a s eⅡ)
3LDo)活 性が 克進 して
DNA の 分断化 が生 じア ポ ト ー シ ス に 陥る と い う 考え である .
し か し, ラ ッ ト由来P C 12細胞 を用 い た 実験 で は , パ フ イ ロ マ
イ シ ン Al処理 で細胞質内pH の 有意な低下 は 見 ら れず , 馴包質
内pB と は無関係 に ア ポ ト
ー シ ス が 誘導 さ れ た こ と が 報告 さ れ
て い る
31)
. 本研 究 で も癌細胞 に イ ミ ダゾ ー ル ‥-2)を負荷 して , パ
フ イ ロ マ イ シ ン Al処理 を行 っ た が , ア ポ ト ー シ ス は全く抑制さ
れ なか っ た . した が っ て , バ ブ イ ロ マ イ シ ン Al処理 に よ る アポ
ト ー シス は , 細 胞 質内pH の 低下 と は無関係 に実行 さ れ て い る
こ と が 示唆 され た .
以上 , 今回の 実験結果か ら パ フ イ ロ マ イ シ ン A.処理 に よ る痛
細胞の主要なア ポ ト ー シ ス の 実行経路 は, カ ス バ ー ゼ 9 → カス
バ ー ゼ3 ･ → 核 D N Aの 分 断化 お よ び細胞質 の 萎縮 に至 る ミ ト コ
ン ドリ ア依存性経路 である こ とが 判明 し た. しか し, パ フ イ ロ
マ イ シ ン AI に より癌細胞内酸性顆粒膜 の 液胞型プ ロ ト ン ポ ン プ
機能を特異的に阻害す る こ とが , どう して ミ ト コ ン ドリ ア 依存
性経路 の カ ス バ ー ゼ カ ス ケ ー ドの 活性化 に繋 が っ て い くの か を
明ら か にす る こ と が で きな か っ た . 今後, さ ら な る研究 に より,
カ ス バ ー ゼ 9 より さ ら に上 流側 に位置する開始 カ ス バ ー ゼ の 役
割が 解明 さ れ , 細 胞膜表面 の P S基の 表出 や癌細胞膜表面の 微
繊毛の 減少 と プ レ ブ形成 な どの 形態学的変化 に直接関わ る カス
バ ー ゼ の 同定が な され て, パ フ イ ロ マ イ シ ン A一に よ る ア ポ ト
ー
シス 細胞死の 全過程が解明 され る こ と に期待 した い .
結 論
液胞型 プ ロ ト ン ポ ン プ の 特 異的阻害剤 パ フ イ ロ マ イ シ ン Alの
ヒ ト大腸癌培養細胞株 に対す る増殖抑制効果と そ の 機序 に つ い
て検討 し, 以 下 の 成績 を得 た .
1 . 液胞 型プ ロ ト ン ポ ン プ の 特 異的阻害剤 バ ブ イ ロ マ イ シ ン
Al処理 に よ る ヒ ト大腸癌培養細胞株 で観察 され た アポ ト ー シス
ほ t p53蛋白や 細胞周期 と は無関係 に誘導 され た .
2 . パ フ イ ロ マ イ シ ン Al処理 に よ る主要な ア ポ ト
ー シ ス 実行
経路 は , カ ス バ ー ゼ 9, カ ス バ ー ゼ 3を 介 し た ミ ト コ ン ドリ
ア依存性経路であ っ た .
3 . パ フ イ ロ マ イ シ ン Al処理 に よ る ア ポ ト ー シス は , 細胞質
内低pH と は無関係 に実行 さ れ て い た .
以上 よ り, p53遺伝子異常を認め , 抗癌 剤 に抵抗性 を示す ヒ
ト固形痛 に射 し, 液胞型プロ ト ン ポ ン プ の 特 異的阻害剤である
パ フ イ ロ マ イ シ ン Alは , 有効な治療薬 にな る可能性が示唆さ れ
た
.
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Abstract
Bafilomycin Al, a POt ent S electiv einhibitor ofv a cu olar ty Pe H
十
-AT Pase(Ⅴ- A TPase), inhibits the prolifer ation of a
variety ofc ultured c ellsin adose
-depende nt m an n er atna n om olarco nce n tra tions･ Ho w ev er, the detailed m echanis mby
which bafilom ycin AI Sup PreS Se Sthe proliferation of cultu red c ellsis un clear ･ This study w as designedto ex amine how
bafilo mycin Alinhibits the prolife ration ofhu m an colore ctalc an cer cells thro ugh apoptosis･ Six hum an c olore ctalcan cer c ell
lines, kn o wn t oe xpressm uta ntp53protein , W e re u Sedtoexamin eeffect of bafilo mycin Al On tu mOrPrOlifbration u slng M T T
assay･ T he c o n c e ntratio nof banlo mycin Al fbu nd by M T Tassaytoinduc e50 %inhibi
t onof cellviabilityduring a 7 2 hr
period w asfrom 5 nM to 2 5nM in ev ery c ell line･ Am ong the six c ell lines, HT
-29c e11s we refbundto･be the m ost sen itive
tobamo mycin Al･ Apoptosi of H T
-2 9c e11s w ase v aluatedbythefbllowIPg tO OIs:Phosphatidylserine e xter n alization uslng
FIT C-1abeled a n nexin V , D N A fragm e ntation analysIS, m O rPhologlC an alysIS andim m un o cytochemistry･ Phosphatidylserin e
ex te r n aliz atio n of H T-29 c ells
.
w as fo u nd 24 hr after 25 nM bafilo mycin Al tre atm e nt･ T he relative num ber ofc ellsinthe
s｡b GJGlfra ction bega ntoincrea s e4 8 hr afte rthe treatm e nt･ In cytopathogicale xa mination, H T-29 ce11ssho wed cytoplasmic
bleb bing and a de c reas ed n u mbe rof mic ro villi2 4 hr after the trea tm e ntand the chara
cteristic m orphologlCal changes of
apoptosis,in cluding n ucle a r chro m atin c o nden sation andfragm e nt ation･lo s s of micro vi
11iand c e11shrinkage, W e re S e e n48hr
afterthe tre at ment. In im m un o cytoche mistry, e XPre Sio n ofp5 3protein w a s n o t




pr otein w as not fo u nd
u nti196hr afte rthe trat m e nt. Bcト2 a nd BcトX LPr Oteins w ere e xpre s s edbuttheirproteinle velsdid n ot change 伽〕m before to
afterthe tre at m e nt･ Expressio n ofBaxpr otein was no tfound du ringthe experim e nt･ Caspas e3 a nd c asp
as e9 proteins we re
activ at ed 48 hr after the tre atm ent, ho w e ve r, C a SPaS e6 and c a spas e7 proteins we r e n o tacivat ed du ringthe tre atm e n t･ T hese
apoptotic cha nges w e re notinhibited by l Om M imida zole treat m ent･ T hese findings s
ugges t that the sup pre s sion of cel
prolifer atio n of hum an c olon c a n ce rc ell line H T
-29by bafilo mycin Al is r elated toa mi tocho ndria
-depende nt apoptotic
pathw aythroughcaspas e9 andc aspase3･
